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乳癌 の 問質にお ける型別 コ ラ ー ゲ ン り 型， m 型， 肘型および
V型I およびラ ミ ニ ン の 局在
金沢大学医学部病理学第 一 幕座 く主任 二 中西 功夫教授I
源 利 成
く昭和61年12月 9 日受付フ
乳腺硬癌の 問質の 成因を調 べ る た め に ， 乳癌の 問質に お ける 型別 コ ラ ー ゲ ン く工型， 11I型， 工Y型お
よ び V型ぅ な ら び に ラ ミ ニ ン の 局在 を， 正 常乳腺組織 お よび良性乳腺病変 く乳腺症， 線維腺腫1 に お け る
局在 と比較 して検索 した， 型別 コ ラ ー ゲ ンお よ び ラミ ニ ン の局在 は， そ れ ぞれ型特異的抗 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン
抗体 お よび 抗 ヒ ト ラミ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を 用 い て 螢光抗体法に よ り観察 した． 正 常乳腺で は， 1
型お よ び凹 型コ ラ ー ゲ ン は主 に 小 葉間の 問質 に 分布 して い た． 工V型 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ ニ ン は基底膜 に 限局
して 分布 して い た． V 型コ ラ ー ゲ ン は小葉内の 粗な問質に わ ずか に 認め られ た． 乳腺症お よ び線推腺腰に
お け る これ ら の 分布パ タ ー ン は， 基本的に は正 常乳腺組織 に お け るも の と類似 してい た． 乳癌 で は， I 型
お よ び工工型 コ ラ ー ゲ ン は問質の結合組織に び まん性 に 分布 して い た． V型コ ラ ー ゲ ン も問質に 認め られ た ．
特 に ， V 型コ ラ ー ゲ ン は非硬癌に 比 べ て硬癌 に お い て， よ り著明な染色性を示 した． IV型 コ ラ ー ゲ ン と ラ
ミ ニ ン は癌細胞巣 の辺縁 に 沿 っ て連続的あ る い は不 連続線状 に 分布 して い た． さ ら に ， 硬癌の 組織像 を呈
す る部分で は， 癌細胞の 有無に か かわ らず問質の 膠原線維束の辺緑 に 沿 っ て局在 して い た． 癌細胞は抗 コ
ラ ー ゲ ン抗体あ る い は抗ラ ミ ニ ン抗体の い ずれ に よ っ ても染色さ れ なか っ た ． 以上 の 所見よ り， 乳腺硬癌
の 成因は主に 問質の 反応性増殖に よるもの で， 工型お よ び工工型 コ ラ ー ゲ ン に加 えて V型 コ ラ ー ゲ ン が関与 し
て い る こ とが 示 唆され た．
Key w ords bre a st， S Cirrho u s c arcin o m a， C Ollage n， 1a minin， im mun 0－
flu or esc enc
乳癌に 関し て， 従来 か ら， 主 に 腫瘍細胞 く上皮成分ぅ
に 対 す る多く の 研究 が なさ れ てき て い る． 近年， 他の
臓器痛 も含め て ， 癌 の 浸潤お よ び転移 の 機序 を視点 を
か え て解明 しよう と す る試な が なさ れ ， その 間質成分
お よ び腫瘍細胞 と問質と の相互関係が重要視さ れ るよ
う に な っ てき た． 乳癌の種々 の 組織型の なか で も， 浸
潤性硬癌 と浸潤性小葉癌の 一 部は他の 組織型の も の に
比 べ て著明な 問質結合組織の 増生を示 し， そ の 間に 癌
細胞が散在性 に浸潤す る， い わ ゆ る硬癌と い われ る特
異な形態 を呈 す る． こ の よう な硬癌 は乳腺の み なら ず
胃 に も しば し ばみ られ ， い ずれ も進行が速く予後が不
良 とさ れ て い るがり2I， その 成因は明 らか に は され て い
な い ．
硬癌問質の 形成機序に つ い て は， 種 々の 研究が な さ
れ て き た
． Ja cks on ら は， 既 存 の 問質 が 虚 脱
くc ollaps el して濃縮さ れ たも の と考 えた引．
一 方， Al－
A dn a ni ら軋 や Do ugla sら
5Iは ， 癌細胞自身が過剰の コ
ラ ー ゲ ン や エ ラス チ ン を産生 する と報告した． と こ ろ
が ， 癌細胞と問質細胞の相互作用 の 結果， 主に 問質細
胞が多量の コ ラ ー ゲ ン や エ ラ ス チ ン を産生 す る と い う
説が提唱さ れ6ト1い ， この 説が培養系の 実験に よ っ て間
接的 に支持さ れ る よう に な っ て き た 川 可 41． い ずれ に せ
よ， 硬痛問質の 主 成分は コ ラ ー ゲ ン で ある と考え られ
る．
現在， コ ラ ー ゲ ン に は， 少な くと も遺伝的 に 異なる
11種類の分子種 H 型ト X型お よ び E 型う が 知 られ
Abbreviatio ns こAg， Silv erim pregn atio nニ A L P， alkalin e pho sphataseニ D E A E， dieth
－
yla min o ethyl，ニ E D T A， ethylen edia min etetr a－ a C etic a cidi E LIS A， e n Zym e－1inked im m u n o－
s o rbe nt ass ay ニE V G， ela stic a Va n Gies onニ FIT C， flu or esc ein i畠othiocya n ateニ H．E． ，
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Supe r n at nt ofpepsl neXtraCtio n
源
adju stpH to8， then r estfo r2 4 hr atr．t．
C e ntrifugatio n く1 0，0 0 0g l hrl
diffe rentia暮sattfr a ction ation a nd
de n atu ratio n a nd ren atu r ation method
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u ．c ． く1 0 0，0 0 0g l hり
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比C ． く10 0．0 0 0g l hり
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ho u rニ r．t－ ， r O O mte mPe ratu re ニP Pt， Pre C IPltatel SuP， S UPer n ata ntニ
U ．C．
，
uItrac e nt rifugatio n
Fig．1． T he pro c edu re of btlk fra ctionatio n of c o11age nty pe s I，III，IV， a nd V．
て い る1 5ト2 21． その う ち， 1 型 h Y 型 コ ラ ー ゲ ン に 関し
て は その生化学的性質， 機能お よび 組織分布が か な り
解明さ れ てき て い る 岬 23制 ． 癌 の 問質， 特に 硬癌の 問質
の形成機序 に 関す る研究に お い て は3ト 卵 ， こ れ ま で は
形態学的手段が主に 用 い られ， コ ラ ー ゲ ンや エ ラ ス テ
ン に 関する 量的あ るい は質的な検討は十分に な さ れ て
い ない 現状 であ る．
そ こ で， 著者は乳腺硬癌の 問質の成因を明 らか に す
る ため に， 正 常乳腺組織， 良性乳腺病変 く乳腺症， 線
推腺腰I お よび 乳癌の 問質に お け る塾 別 コ ラ ー ゲ ン
く工型， m型， 工Y 型 お よ びV 塾うな らび に ラ ミ ニ ン の 組
織分布 を， それ ぞれ型 特異的抗 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン抗体な
ら びに 抗 ヒ トラ ミ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を 用 い て
螢光抗体法 に よ り検索 した． こ れ ら の 分 布パ タ ー ン か
ら， 乳癌問質の質的特徴お よび硬癌問質の 形成機序に
関して 考察 を試 みた．
材料お よび 方法
工 ． 型別 コ ラ ー ゲ ン の 調整
ヒ ト胎盤 1個 く湿重量約 500gユを細切 し， 血液成分
を除くた め に ， 中性蛋白分解酵素阻害剤 くE D T A 5
m M
， N E M 2m M， P M S F lm Ml を含む 0．05 M ト
リ ス 塩酸緩衝液 pH 7．6 を用い て 4
0
C で洗浄 し， 同時
に ホ モ ジ ナイ ズ した
． 以後の 実験操作は， こ とわ りが
な い か ぎり， す べ て40C で行 っ た ． 次 に ， 非 コ ラ ー ゲ
ン 蛋白質 をで きる だ け除去す る ため に ， 2 M尿素を含
む 上 記の 緩衝液 で洗浄後， 酸性蛋白分解酵素阻害剤
くべ プ ス タ チ ン 5月gノml， ロ イ ペ プ チ ン 10ノノgノmlフを含
む 0．5 M酢酸 で 尿素を除い た ． これ らの 前処理 を終 え
た胎盤組織 く湿重量約 200gう を 2J の 0．5M 酢酸 に
懸濁 し， 組 織 湿 重 量 1g あ た り5 m g の ペ プ シ ン
く1 二60000， Sigm a Chemic al Co． ， Ltd． ， St Lo uis，
M Oうを加 え， 24 時間抽出 した． 抽出後 ， 遠心 く10 00
g， 1時間1 に より 上清 を分離 した． こ の抽 出操作 を 2
回行な い ， 計 4 Jの 抽出上 清を得た ． 上 清の ペ プ シ ン を
不 活性化 す る ため に ， 5 N の水酸化ナ トリ ウム を加 え
上 滑の pH を8 と し， 室温で 24時間放置し たと こ ろ，
ゲ ル が形成 され た ． 遠心 く10 000g， 1 時間う に よ り，
ゲ ル と 上 清を分離 した． ゲ ル を王型 お よ び工工I型 コ ラ ー
ゲ ン 調整 の 出発材料 と し， 上 清 をIV型 お よ び V 型 コ
ラ ー ゲ ン調整の 出発材料と した2引． 工 型 コ ラ ー ゲ ン は
永井ら の 方法2釘に 従っ て単離 した． m 型 コ ラ ー ゲ ン は
Cha ndraRaja nの den atu ratio n a nd re n atu r atio n
法271に よ り単離 した ． 以上 の 分画操作 をま と め て 図1
に 示 した． 王V 型 お よ び V 塾コ ラ ー ゲ ン は Rbode sらの
方法 瑚 お よび Sa no ら の 方法2 9Iの 一 部 を改良 し た 方法
でそ れ ぞ れ単離 した く図2う．
型別 コ ラ ー ゲ ン 調整の 各段階に お い て ， S D S－ ポ リア
ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法 くS D S－P A G El に よ り
各型 コ ラ ー ゲ ン の 同定 を行 っ た3 0ほり． 特 に ，工王型 コ ラ ー
ゲ ン の 同定に は H aya shi らの 電気泳動 の系 に 3 M尿
素 を加 え る 方法32鳩 よ び Sykesら の途 中還元 法3 31を
併 用 した ． 単離 した各塾 コ ラ ー ゲ ン に つ い て， DE A E－
セ ル ロ ー ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 ない ， 非 コ ラ ー ゲ
hem ato xylin e a nd eo sin三 N E M， N－ethylm aleimideニ P B S， pho sphatebuffereds alin e三 PM S F，
phenylm ethylsulfonylflu orideニ P T A H， pho sphotu ngstic acid he m atox yline三 S D， Spr ague－
Da wley iS D S－P A G E， S Odiu m dode cylsulfate－pOlya cryla mide gelele ctr ophoresi ．
乳癌問質 に お け る型別 コ ラ ー ゲ ン お よ びラ ミ ニ ン の 局在
a cid l．2 M NaCIpr e cipitateくty peIVand tY Pe V c oLlage n sI
dis s oIvedin l．O M NaCl10．0 5 M Tris－H CIpH 7．5
u ． c． く1 0 0－0 0 0g， 1 hり
ad ds oIid NaCl fin alIyto 4．5 M
u ．c ． く100，0 0 0g，1 hrl
PPt
くdisc ardl
diss oIved in O．5 M acetic acid
u ．c． く10 0．0 0 0g ． 1 hり
SuP
くdis cardl
ad dsolid NaClt ol．2 M
u ．c． く1 0 0， 0 0g－ 1 hり
PPt
くdis ca rdう
diss oIv ed in O．1 M NaCl10．0 5 M Tris－H CIpH7 ．5




diatys ed v s O．0 2 M NaCIJO．0 5M Tris－ H CIpH 7，5 くdiscardl
u ． c ． く1 0 0．0 0 0g． 1 hrI
S UP P Pt
くty peI Vc oIlage nl くtype V c oHage nl




Fig． 2． T heisolatio npr o c edu r e oftypeIVc o11age n and ty pe V c ollage n．
ン 蛋白質を除去 して精製標品 を得 た 叫 ． 精製 した各型
コ ラ ー ゲ ン を細菌性 コ ラゲナ ー ゼ で消化 した後， S D S－
P A G Eに より解析 し， 非 コ ラ ー ゲ ン蛋白質の有無を確
認 し た． こ こ で 用 い た コ ラ ゲ ナ ー ゼ は， 市 販 の
C 加 加 商 肋那 加地 軸 助 川 コ ラゲ ナ ー ゼ く天野製薬，
名古屋うをゲル ク ロ マ トグラ フ ィ ー に か けて再精製 し，
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 以外の 非特異的プ ロ テ ア ー ゼ活性が な い
こ と を確認 した もの で あ る 抑 ． 実際 に は，5 m M 酢酸で
0．2％に な る よ う に 溶解 し た各型 コ ラ ー ゲ ン 溶液 100
声1 に 対 し て， 6．25m M 塩化 カ ル シ ウ ム お よ び15．6
m M N E M を含む 0．05 M トリス 塩 酸緩衝液 pH 7．6
に 0．25m gノmlの 濃度 に 溶解 した細菌性 コ ラゲ ナ
ー ゼ
溶 液 を 10叫1加 え， さ ら に 1M ト リス 塩 酸緩衝液
pH 7．6 を用い て 中和 し， 37
0
C で 90分間消化 した ． 消
化後， 5分 間煮沸 して コ ラ ゲ ナ ー ゼ を不 活性化 し， 凍
結乾燥 して 電気泳動用 の 試料と した ． この 実験系か ら ，
細菌性 コ ラゲ ナ ー ゼ だ け を除外 した 系と， コ ラ ー ゲ ン
だ け を除外 した系を ， それ ぞ れ対照と した ．
精製 した 各型 コ ラ ー ゲ ン は， 5m M 酢酸 に 対 して 十
分に 透析 し凍結乾燥後， － 20
0
C に て保存 した ．
H
． 型 特異的抗 ヒ トコ ラ ー ゲ ン 抗体 の 作製
精製 し た各 塾 コ ラ ー ゲ ン を 各型 に つ き 5 匹 の S D
ラ ッ ト く7適齢， オ スフ に免疫 し， 抗血清 を得 た． 初
回 感作量 お よ び追加感作量は と も に ラ ッ ト 1匹 あた
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り， 工型， 工1I 塾 お よ びV型 コ ラ ー ゲ ン は 1m g，1V型コ
ラ ー ゲ ン は 250JLg と した． 血清抗体価は E u S A法に
よ り測定 した 珂 ． 各型の抗血清か ら， ア フ ィ ニ チ イ ク ロ
マ トグ ラフ ィ ー を用 い て型 特異的抗 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン抗
体 く抗 コ ラ ー ゲ ン抗体うを精製 した3 7洲 ． す なわ ち， 各
塾の抗血清か ら， 他型 コ ラ ー ゲ ン をそ れ ぞれ結合さ せ
た 活性 化 C H－Sepha r o se4 BくP ha r m a cia Fin e
Che mic als， Co． ， Ltd． ，Up ps ala， Sw edenl カ ラ ム を用
い て 交叉 反応 す る成分 を除い た後 に ， 同型 コ ラ ー ゲ ン
を結合させ た カ ラム に か け て， そ れぞ れ の型特異的抗
体 を精製 した． 精製した 抗コ ラ ー ゲ ン 抗体の 型特異性
は， 表1 に 示 した条件で E LIS A法の inhibitio ntest3 91
に よ り検定 した． な お， E LISA 法お よ び E LIS A法に
よるinhibitio nte st に お いて は， 二 次抗体 と して 1000
倍 稀釈 し た A L P標 識 ヤ ギ 抗 ラ ッ トIgG くCappel
Labo r ato rie sIn c．
，
Co chr a n ville， P Al を用 い た ．
II工． 対 象
11例の 乳癌お よ び 3例の 良性乳腺病変 く乳腺症 2
例， 線推腺腰 1例1 を， 組織学的な らび に免疫組織化
学的に 検索 した く表2ン． 組織学的に は， 10％緩衝ホ ル
マ リ ン 固定後， パ ラ フ ィ ン切片を作製 し， H ． E． ， a Z a n，
E V G， Ag，P T A Hの 各染色 を施行 した． 乳癌の 組織型
は， 乳癌取扱 い 規約 瑚 に従っ て 分類 した． また ， 問質の
状態に より ， 硬癌と それ 以外の 痛 く非硬癌う に大別 し
978 源
Tablel－ Experim e ntalc o ndito n s of E LIS A inhibition tests
1． Co n c e ntratio n of a ntige n c oated in w el1
1 0pgノmlof e achtype of c o11age n
2． Dilution of lst a ntibodies
Type sI ， m ， a nd Vこ X 400
Type N 二 X l OO
3． Antige n us ed forinhibitio n
6．25to 3200nglmlof e achtype of c ollage n
Pr ein c ubated with lst antibodiesfor24 hr at 4C
4． Dilution of A L P－1abeled 2nd a ntibody こ X lOOO
5． Substr ate fo r en zym eくA L PI
Par a nitrophe nyl phosphateltabノmlof dietha n ola min e
buffe r
1st a ntibodie s， rat a nti－C Ollage n a ntibodie si 2nd a ntibody，
r ab bit a nti－ratIgGニ hr， ho u r
Table2． T he c a s es e x a min ed histologic ally a nd im m u n ohisto che mic ally
C aS e Age Sex Site Histologic al diagn o sis Co ndito n of str o m a
1 63 F R
2 38 F R
3 45 F R
4 53 F 1
5 36 F L







9 62 F L




In v a siv e s cirrho u s c arcin o m a
In v asiv e scirrho u s c ar cino m a
In v asiv elobular c ar cino m a
In va siv elobular c ar cin o m a
Meta static du ct c ar cin o m a
In v a siv e s olid，tubula，r C ar Cin o m a
In v a siv epapillotubular c ar cin o m a
In v a siv etubularc ar cin o m a
In v a siv e s olid－tubular ca rcin o m a
In v a siv epapillotubula r c ar cin o m a
In v a siv e s olid－tubular ca rcin o m a
S Cirrho u s
s cirrhou s
s cir rho u s
Partia11y s cirrho us
partial1y scirrho u s
partially scirrho u s
n o n－ S Cirrho u s
n o n－ S Cirrho u s
n o n－ S Cirrho u s
n on－ S Cirrho u s




















Ma stopathy げibr o cystic dis e as el
Fibr o ade n o m aくperic a nalic ularty pel
F，fe maleニ R， rightこ L，1eft
た ．
N ． 免疫組織学的検索
上記の症例よ り， 手術時あるい は 生検の際に ， 迅速
診断の ため に 得ら れ た乳腺組織 の 一 部 を 液体 チ ッ 素
で凍結 した 乳 ク リオ ス タ ッ ト くM ile sLaboratorie s
Inc． ， Napelville， ILl で 厚さ 3FL m の凍結切片 を作製
し， 間接 螢光抗体法 に よ り 工 乳 工I乳 工V型 お よび
V 型 コ ラ ー ゲ ン な ら び に ラ ミ ニ ン の 局 在 を検索 し
た
38恒I
． 凍結切片を 10分間 アセ トン固定し， 冷 P BS で
10分間， 3回洗浄 した後， 非特異的反応 を抑制 する た
め に ， 10％に 稀釈 した正 常ヤギ 血清 くDako －im m u n 。．
globulin s aノs， De n m a rkl あるい は正 常 ヒ ツ ジ血清
CDako Co rpo r atio n， Sa nta Ba rba ra， C Al を室温で
30分間作用さ せ た
．
ひき続 き， 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体 ある
い は抗 ヒ トラ ミ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 く抗 ラ ミ ニ ン
抗凧 Behring D iagn ostic s， La Jolla， C A， Lot
5077211 を4
0
C で 一 晩反応さ せ た
． 抗I型 ， III 型お よ
び V型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 は 10倍 に ， 抗工V 型コ ラ ー ゲ ン抗
体 は 20倍 に ， 抗 ラ ミ ニ ン 抗体は 10倍 に ， それ ぞ れ稀
釈 し て 用 い た． 次に ， 冷 P B S で 10分間， 3回 洗浄 し
た 後， FI T C標識 ヤ ギ抗 ラ ッ トIgG 抗体 あ る い は
F n
l
C標 識 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス 王gG抗 体 くい ず れ も
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Fig． 3． S D S－pOlya cryla mide gel ele ctropho r e si patte rn ofty pe I， m，IV， a nd Vc ollage n sis olated
fr o mhum an pla ce nta ． Ea chtype ofc ollagen w a sdiss oIv ed in lo adingbuffer a nd ap plied o n3％
sta ck ing gel a nd 5％ ru n ni g gel， With o r witho ut redu ction － La n e sl and 5， ty pe I collage ni
la n es2 a nd 6， ty pe m C Ollagenニ1a n es 3 a nd 7， ty pe rvc ollage nニ1a n e s4 a nd 8， ty pe V c ollage n－
La n eslto4 w e re ele ctrophor e sed witho utr edu ctio n， a nd la n e s5to 8 w e r edo n e withreductio nby
O
．
1M dithibthreitol． Ar r o w sindic ate the ele ctr ophor etic positio n s ofa chain s ofc o11agen ty pe s－
Cap pel LaboratoriesInc． ， Co chran ville， P Al を，
P B Sで それ ぞ れ 10倍お よび 20倍 に 稀釈 し て ， 室温で
1時間反応させ た． 冷 P B S で 10 分間， 3 回洗浄 した
後， 90％グリセ リ ン で 封入 し， 蛍光顕微鏡 く01ym pu s，
m odel A H 2－FU に よ り型 別コ ラ ー ゲ ン お よ び ラ ミ ニ
ン の 局在 を観察 した ．
な お， 対照 と して ， 抗コ ラ ー ゲ ン 抗体お よび 抗ラ ミ
ニ ン抗体 の か わ り に ， 正 常ラ ッ ト工gG お よ び正 常 マ ウ
ス IgG くい ず れ も Cap pel Labo r ato rie s In c． ，
Co chr a n ville， P Al をそ れぞ れ反応 させ た． また， 正
常乳腺組織は症例 6， 10 お よ び11 の非病変部よ り採
取 し，乳癌ある い は良性乳腺病変 の 対照と して用 い た．
成 績
工 ． 型 別 コ ラ ー ゲ ン の 性状
ヒ ト胎盤か ら単離， 精 製 さ れ た 各型 コ ラ ー ゲ ン の
S D S－P A G Eの パ タ ー ン を図 3 に 示 した． 各塾 コ ラ ー
ゲ ン 分子 の 庇 鎖に 注目し てみ る と， 工型 コ ラ ー ゲ ン は
ぽ1くり お よ び ぽ2くH 鎖か ら， 工工型 コ ラ ー ゲ ン は
ぼ1く工11う鎖の み か ら， 王V型 コ ラ ー ゲ ン は ば1く汀1 お よ
び g2く工マフ 鎖 か ら， V 型コ ラ ー ゲ ン は 丑 1くVう， ぽ2
くVう お よ び ぽ3くVう 鎖 か ら そ れ ぞ れ 構成 さ れ て お
り， こ の 結果 は従来の 報告1 引 421に 一 致 してい た． 工V塾コ
ラ ー ゲ ン はそ の 分子 内に べ プ シ ン感受性部分が存在す
るた め， 電気泳動上 で は， 仔1 肌り 鎖お よ び ぽ 2く汀う
鎖以外 に 種々 の 分子 量 の ぼ 鎖の 断片が 認め ら れ た．
D E A E． セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に より 精製 し
た各型 コ ラ ー ゲ ン を細菌性コ ラゲナ ー ゼで 消化後， S D S－
P A G Eで 解析 した 結果， い ずれ の 塾の コ ラ ー ゲ ン画分
に お い て も， S D S．P A G E で認 めら れ たす べ て の バ ン
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Fig－ 4． S D S－P A G Epatte rn Of pu rified ty pe V
C Ollage n with o r witho ut ba cte rial c ollage n ase
digestio n． La nes l a nd 2， ty pe V c ollagen
witho ut c ollage n a s edige stionニ1a n e s3 a nd 4，
ty pe V c o11age n afte r c o11age n a sedigestio n．
La n esl a nd 3 w e re ele ctr ophre s ed u nde r
non redu c ed c o ndito n， a nd lan e s2 and 4 w e re
do n e u nder redu c ed c o nditio n． Ar ro w s sho wthe
ele ctr opho retic po sitio n of e a ch a chain oftype
V c ollage n， a nd a rrow heads in dic ate that of
ba cte rialc ollage n a s ederiv ed fro m Chlostridiu m
あ払わ如才甜 肌 ．
ドが 消失 した． その 1例と して 図4 に ， V型コ ラ ー ゲ
ン に 関 し て， 細 菌性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化前後 の S D S－
P A G E のパ タ ー ン を示 した ．
H ． 抗コ ラ ー ゲ ン 抗体の 型特異性
ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に よ り精製 した抗
コ ラ ー ゲ ン抗体 に対す る， E LIS A法に よ るinhibitio n
testの 結果 を図5 に 示 した． そ れ ぞれ の 型別抗 コ ラ ー
ゲ ン 抗体の反 応は 同型コ ラ ー ゲ ン に よ り選択的に 抑制
され ， 他型 の コ ラ ー ゲ ン で は 1000ngノml以 上 の 濃度
の も の を作用させ て も抑制され な か っ た ． こ の結果よ
り ， 精製 した抗 コ ラ ー ゲ ン抗体の型特異性が確認 され
たこ
m ． 乳癌 お よび 良性乳腺病変の 病理 組織健
今 回検索 し た11例 の 乳癌な ら び に 3例の良性乳腺
病変の病 理組織学的診断を表2 に 示 した
． 乳癌 はそ の
間質の状態 に よ り， 硬癌 とそ れ以 外の 痛 く非硬癌ユ に
大別 した． 硬癌の 組織像 を呈 す るも の は 11例の う ち，
浸潤性硬癌 2例と浸潤性小葉癌 1例であっ た． 非硬痛
8例 のう ち， 3例 く症例4， 5 お よ び 61 が 部分的に
硬癌の 像 を示 して い た ． 硬癌 で は密な線推性結合組織
の増生が著明で， 腺管周囲， 血管周囲お よび線維性結
合組織内 に 弾性線碓の増生を伴 っ て い た． 結合組織線
推間に は紡錐形 の 線推芽細胞横紙胞が散在 して い た．
良 性乳 腺病変 の 内訳 は， 線 推 腺腫 1例 と 乳腺症
くfibr o cysticdis e a se1 2例で ， 問質の線推化は認 め ら
れ たが ， 弾性線維 の増生 は認 め られ な い か ある い は軽
度 で あ っ た ．
IV
． 型 別コ ラ ー ゲ ン お よ ぴ ラ ミ ニ ン の 局在
1 ． 正 常乳腺お よび良性乳腺病変
正常の乳腺 く図 6aうに おい て は， 工塾お よ びH工型 コ
ラ ー ゲ ン は小葉間な ら び に乳管周囲の線推性結合組織
に 沿 っ て ， び まん 性に 分布 して い た． 工型 お よ びm型
コ ラ ー ゲ ン の 反応 は小葉内の粗な問質に も認 め られ た
が， 小葉間の 反応 に比 べ て染色性 は弱 か っ た く図6b，
C，． I型 お よび 凹 型コ ラ ー ゲ ン の 分布 に は差は 認め ら
れ な か っ たが ， H王型 コ ラ ー ゲ ン は 工塾 コ ラ ー ゲ ン よ り
も や や繊細 に染色 され た ． 工V型コ ラ ー ゲン と ラミ ニ ン
は腺房， 乳管， 血 管， 脂肪組織 な どの基底膜領域 に 沿 っ
て線状 に 分布 し， それ 以外 の 問質 に は反応 しな か っ た
く図6d，fう． V 型コ ラ ー ゲ ン は小葉内の 粗な 問質に わ ず
か に 染 ま っ た が， それ 以外の 問質お よ び基底膜領域 に
は染色さ れ な か っ た く図6eう．
線推腺腫お よび 乳腺症 Cfibr o cystic dise a s el に お
け る型 別 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ ニ ン の 分布 は， 基本 的に は，
正 常乳腺組織 に お ける 分布 と同様 で あ っ た ． す なわ ち，
1型お よ び 凹型 コ ラ ー ゲ ン は問質の 線維性組織 に 分布
し， 工V型 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ ニ ン は基底膜領域 に 局在 し
てい た
．
V塾 コ ラ ー ゲ ン は 一 部の腺管の 周囲に わ ずか
に 染色さ れ るの み で あ っ た ．
2 ． 乳癌 く硬癌 ， 非硬癌う
硬痛 く図7aIに お い ては ， I 型 お よ びIII 型コ ラ ー ゲ
ン は 問質 の太 い 結合組織線推 に 沿 っ て 分布 し， m 型コ
ラ ー ゲ ン は ト型 コ ラ ー ゲ ン に 比べ て 繊細 に 染色 され た
く図7 b， Cl． 汀型 コ ラ ー ゲ ン とラ ミ ニ ン は 癌細胞周囲
に 不連続線状 に 分布 し， ま た， 問質 の 太い 線推 の 辺緑
に 沿 っ て ， 癌細胞の 有無 に か か わ らず線状 に 分布 して
い るの が認 め られ た く図7d， fl． V 型コ ラ ー ゲ ン は問
質の 線推 に 沿 っ て 陽性 を示 し， 特 に 線推の辺 繚 に 強く
染色さ れ た く図 7eう．


























乳癌問質に お ける 型別 コ ラ ー ゲ ン お よ び ラ ミ ニ ンの 局在
し









































































1 10 10 0
ngノmtc ol霊age n
10 00
Fig．5． E LIS A inh bitio nte sts ofthe antibodie sto ty pe I くAl，ty peIIIくBl， ty peIVtCland
type V tDIc ollage n s． T he e xpe rim ental c o ndit o n w a s r efe redtotablel． T he v e rtic al
a xis sho w s％ optim al derlSity c o mpa r ed with that of n o ninhibited c o ndit o n， a nd the
tra n sv e rs e o n e sho w sthe c o n c entration of c ollage nくa ntige nlu s ed fo rinhibitio n． Open
cir cle， Clos ed circle， Ope n Squ a re and clo s ed squ a r e repr es entinhibitio nbytype I，ty peIII，
ty peIVa nd ty pe V c ollage n， r eSpe Ctiv ely．
問質結合組織 に び ま ん性に 分布 して い た く図8b， Cl．
V型 コ ラ ー ゲ ン も 同様 に 問質 に分布 し て い た が く図
8el， その 染色性は， 工型 コ ラ ー ゲ ンお よび工王I型コ ラ ー
ゲ ン の 反応や硬癌に お ける V型 コ ラ ー ゲ ン の 反応 に比
べ て， き わ め て 微弱で あ っ た ． 浸潤性 小葉癌で 硬癌の
像を示 さ ない 部分 で は， 工型， m 型 お よ び V型 コ ラ ー
ゲ ン は癌細胞巣 を不規則 に細分化す る よう に 分布 して
い た
． 非硬癌で は， 工V 型コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ ニ ン は癌細
胞巣の 辺 緑に 沿 っ て ほ ぼ線状に 分 布 して い たが ， と こ
ろ ど こ ろ で 連続性が途切 れ て い る こ と が あ っ た く図
8d，fう． 非硬癌の 場合 に は硬癌と異な り， 病巣周 囲以外
の 線推束間に は明 ら か な 陽性所見 は認 め られ な か っ
た ． 非硬癌 に 分類 され た もの の 中で も， 一 部で 硬癌の
組織像 を呈 する と こ ろが み られ ， その よう な部位 に お
け る型別 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ ニ ン の 分布 は硬癌に お ける
分布 と同様で あ っ た ．
検索 した症例 に お い て， 癌細胞を含 め た上 皮細胞は ，
抗コ ラ ー ゲ ン抗体あ る い は抗 ラ ミ ニ ン抗体の い ずれ に
よ っ て も染色 され な か っ た ．
な お ， 対照 と して ， 抗 コ ラ ー ゲ ン抗体 ある い は抗ラ
ミ ニ ン 抗体の か わ り に ， それ ぞれ 正 常ラ ッ ト工gG ある
い は正 常 マ ウ ス IgG を反応 させ たが ， い ずれ も明 らか
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な陽性所見は認 め られ なか っ た ．
考 察
工 ． 型特異的抗 コ ラ ー ゲ ン抗体作製上 の 問題 点
コ ラ ー ゲ ン 分子 は， 基本的に は， ．此 鎖と呼 ばれ る ポ
リ ペ プチ ド鎖 3本の 3重らせ ん構造 くヘ リ ッ ク スう に
よ り構成され てい る． そ の 庇 鎖の 一 次構造の 違 い に 基
い て ， 現在ま で に ， 遺伝的に 異な る少な くと も 11種類
の 分子種 く工塾 旬 X 型 お よ び K 当削 が存在す る こ とが
知 られ て い る1 5ト2 2I． こ の う ち ， I 型へ V 型コ ラ ー ゲ ン
に 関 して はそ の 生化学的性質， 機能およ び組織分布が
か なり解明 さ れ てき て い る 瑚2 2ト24141
工型 ， 工I型 お よ び凹型 コ ラ ー ゲ ン は総称 して 問質型
コ ラ ー ゲ ン くinter stitialc ollage nl と呼ばれ ， I 型お
よ び1工1 型コ ラ ー ゲ ン はと も に 問質の 結合組織に 広く分
布し， 工工塾 コ ラ ー ゲ ン は軟骨基質 と眼の 硝子 体に 局 在
し て い る2 2I2 4I4り． 工 塾 コ ラ ー ゲ ン は ば1くり お よ び
ぽ 2くエフ 鎖か ら， 1工型 コ ラ ー ゲ ン は 戊1く1り 鎖の み か
ら， I王1 塾コ ラ
ー ゲ ン は 庇1くEIl 鎖の み から それ ぞ れ構
成さ れ て い る． IV型 コ ラ ー ゲ ン は別名基底膜 コ ラ ー ゲ
ン と 呼ば れ， その 局在は基底膜 に 限られ てい る2 2榊I41
工V型 コ ラ ー ゲ ン 分子 は ぽ1く工マフ お よ び 丑2く工Vl 鎖か
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Fig．6． Un affe cted br e a st tissu e． H istologic alrepre se ntatio nくala nd im m u n oflu o re sc e n ce
Staining patte rn S Oftype I c ollage nくbl， ty peIIIcollagenくCI， ty peIVc ollage nくdl，ty pe V
C Ollagenくel， a nd laminin くfl． くaン， H ． E． ， X 25ニくblto くfl， X50．
ら構成さ れて い る
．
通常， コ ラ ー ゲ ン 分子 の ヘ リ ッ ク
ス 部分 は ペ プ シ ン に 対 し て低抗性 を示 す が， 工V 型コ
ラ ー ゲ ン に は分子 の 3本鎖 ヘ リ ッ ク ス お よ び その 末端
部分 に ， ペ プ シ ン に感受性 を示 す 非 ヘ リ ッ ク ス 部分が
存在 して い る ． この ため ， ペ プ シ ン消化に よ り得ら れ
た工V 型コ ラ ー ゲ ン に は， 庇1 m りお よび 此 2くIVう 鎖以
外 に ， ペ プ シ ン消化の 程度 に 応 じて 種々 の 分子 量 の 庇
鎖 の 断片が 認め られ る43I． V 型コ ラ ー ゲ ン は ぼ1くVう，
ぽ2くVう お よび 此3くVl 鎖か ら構成さ れて い る． 以 前
は， V型コ ラ ー ゲ ン は基底膜 に 局在 して い る と報告さ
れ た が 瑚 ， 現 在は， 問質4 5刷 あ るい は問質と基 底膜と の
間に 介在 して い る こ とが 示 され て い る471
．
型特異的抗 コ ラ ー ゲ ン抗体 を作製 す るた め に は， 抗
原と して 用 い る型 別コ ラ ー ゲ ン の 純化， 精製 が重 要で
あ る
． 今回 ， ヒ ト胎盤か ら単離， 精製 して 得ら れた 型
別 コ ラ ー ゲ ン は， その S D S－P A G Eの パ タ ー ン か ら 示
さ れ る よう に ， 少 な くと も電気泳動上 で は ， そ れぞ れ
の 型 の コ ラ ー ゲ ン画分 に は他型 コ ラ ー ゲ ン の 混 在は な
い も の と考 えら れ た く図3う． ま た， ペ プ シ ン消化を受
け て い るた め ， I 型， 1Il型 お よ び V 型 コ ラ ー ゲ ン は
い ずれ も主 に ヘ リ ッ ク ス部分が 抽出され て い る こ と に
な る
．
工V型 コ ラ ー ゲ ン の 画分 に は， 此 1く工Vうお よ び 戊2
く工YJ鎖が そ の 断片とと も に 認 めら れ， ．ぼ 鎖の ヘ リ ッ ク
ス 部分の 途中に 介在す る非 ヘ リ ッ ク ス 部分が比 較的よ
く保 たれ て い る もの と 考え られ る． この こ と か ら， I
型 ， m 型お よ び V 型コ ラ
ー ゲ ン に 対 する 抗体 は主 と し
て ヘ リ ッ ク ス 部分 に対 す る抗体で あ り， 一 方， 工V 塾コ
ラ ー ゲ ン に 対す る抗体 は ヘ リ ッ ク ス 部分に 加 え て非 へ
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Fig． 7． Scirrho u s c arcin o m a of the bre a st． Histologic alr epre se ntatio nくaJandim m u n o－
flu o r es c e n c e staining patte rn s ofty pe I c ollage nくbl，ty pelIIcollagenくcl，ty peIV collage n
くdl，ty pe． V c ollage nくel， a nd la minin 軋 くal， H ． E． ， X 40ニくblto 用， X lOO．
リ ッ ク ス 部分も認識 して い る こ とが 強く 示唆さ れ る．
未変性 コ ラ ー ゲ ン 分子 の 抗原決定基 は， ヘ リ ッ ク ス 部
分 と そ の C お よび N 側両末端の 非 ヘ リ ッ ク ス 部分 と
に 大 別さ れ， 抗原性 は非 ヘ リ ッ ク ス 部分の 方が高い と
さ れ て い る3 7 ほ 61． 今回 ，IY 塾コ ラ ー ゲ ン に 対す る抗体作
製に あ た っ て ， 他型 コ ラ ー ゲ ン に 比 べ て よ り 少量 の 感
作 量 で す み ， 他 塾 と 同等 あ る い は そ れ 以 上 の titer
を示 す抗体が得 られ た の は こ の た め で あ る．
抗 コ ラ ー ゲ ン抗体 を作製す る に あた っ て ， 本研究で
は次の 2点 に 最も注意 を払 っ た． 第 一 に ， 各型 コ ラ ー
ゲ ン は ， 基 本的 に は ぼ 鎖の 3本鎖 ヘ リ ッ ク ス か ら な
り， その ア ミ ノ酸組成が極 めて 類似 して い るた め， 動
物 に 免疫し て得 られ た抗血 清 に は， 各型 コ ラ ー ゲ ン と
の 間 に し ば し ば 交叉 反応 が み ら れ る と い う こ と で あ
る 抑5 61． 第 二 に ， 抗原に コ ラ ー ゲ ン以 外の蛋 白質 が混 入
して い た場合， 同時に 非 コ ラ ー ゲ ン 蛋白質に 対 する抗
体が で きて しま い ， 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体 を精製す る際に ，
これ ら の 成分を 除く こ とが 非常 に 困難に なる と い う 問
題で あ る．
第 一 の 問題点を解決 す るた め に ， 本研究 で は ア フ ィ
ニ チイ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ り抗血 清か ら型特異的
抗体 を精製 す る方法 を用 い た． すな わち， 各型 コ ラ ー
ゲ ン に 対す る抗血 清を， 他型 コ ラ ー ゲ ン を結合させ た
CH－Sephar os e 4B カ ラム に 通 して交叉 反応 す る成分
を除き ，E L工S A法に より交叉 反応が ない こ と を確認 し
た後， 同型 コ ラ ー ゲ ン を結合さ せた カラ ム に 吸着させ
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Fig． 8． Solid－tubula r c a ric n o m aof the bre a st． H istologic al repr e se ntatio n くal a nd
im m u n oflu o r es c e n c e staining pattem s oftype I collage nくbJ，ty peIIIc ollagenくcJ， ty peIV
COllagenくdl， ty pe V c ollage nくel， a nd laminin 酢 くaJ， H ． E． ， X25ニくbltoくeI， X50HfJ，
100．
て ， それ ぞれ の 型 特異的抗体 を精製 し た
．
さ ら に ，
E LIS A法 を用 い たinhibitio n te st を行 な い 型 特異性
を確認 し た． E LIS A法 の inhibitio n test を行 っ た 際
に ， 抗王室乳 用 型お よ びV型 コ ラ ー ゲ ン 抗体は 400倍
に 稀釈し， 抗王V 型コ ラ ー ゲ ン 抗体 は 100倍 に 稀釈 して
用 い た が， い ずれ も交叉 反応 は み られ な か っ た ． し た
が っ て ， 蛍光抗体法 に お い て も， 各型 コ ラ ー ゲ ン の 間
の 交叉反 応は無視でき る と考え られ た ．
次 に 問題 と な っ た 非 コ ラ ー ゲ ン 蛋 白 は D E A E． セ
ル ロ ー ス ク ロ マ トグラ フ ィ ー に よ り除去して ， 型 別 コ
ラ ー ゲ ン画分 を精製 した34j． この コ ラ ー ゲ ン を非特異
的 プロ テ ア ー ゼ活性の ない 細菌性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ3 51で 消
化後， S D S－P A G E で分析 した結果， コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消
化前 に 認 め ら れ た す べ て の バ ン ドが 消失 した ． し た
が っ て ， 精製し た抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体 は コ ラ ー ゲ ン 以 外
の 組織成分に は交叉 反応 し な い と考 え られ た．
工工
． 乳癌 に お け る 型別 コ ラ ー ゲ ン お よ ぴ ラ ミ ニ ン の
局在
一 般に ， 硬癌問質の 成分は コ ラ ー ゲ ンが 主 体で3ト 7フ
こ れ に エ ラ ス テ ン51欄 － 53や 他の 糖蛋質が さ ま ざ ま な程
度 に 混 っ て い る も の で あ る． 硬癌問質の 成因 に つ い て
は， 既存 の 問質の 虚脱 に よ る とす る 説3や ， 癌細胞自身
が 過 剰の 問質成 分 を産生 す る と い う 説4料 が こ れ ま で
提唱さ れ て き た． 近年， Ba rsky ら71は， 抗 コ ラ ー ゲ ン
抗体を用 い て 乳癌問質 を免疫組織化学的 に 検索 し， 硬
癌問質 の 主 成分は 工型 コ ラ ー ゲ ン で あ り， さ ら に V塾
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コ ラ ー ゲ ンが 増加 す る こ とが 硬癌 の 特徴 で あ る こ と を
指摘 した． Yam am oto ら
1 0や Nagai ら
1りは， 乳腺硬癌
と同様の 組織像 を呈 する 胃硬 癌 の 問質 を抗 コ ラ ー ゲ
ン抗体 を用し1て同様 に 検索 し， 硬癌 問質 は主 に 工型 お
よ び1王I 型コ ラ ー ゲ ン か ら構成さ れ て い る こ と を 示 し
た． ま た， 著明 な問質の 増生 を伴う 肺の疲痕癌に お い
て も， ト型お よ び工工I 型コ ラ
ー ゲ ン の 他に V 型コ ラ ー ゲ
ン が 出現 する と報告さ れ て い る8刑 ． い ず れ の 報告に お
い て も ， 癌細胞 に は 工型 ， 11I 型 あ るい はV 型コ ラ ー ゲ
ン は証明され て い な い の で ， 癌細胞が 過剰の コ ラ
ー ゲ
ン を産生 す ると い う説 は否定的で あ る． 硬癌問質の 成
因に 関す る培養系を用 い た研究で は， 癌細胞に よ る順
化培地 くc o ndit o n ed m ediuml が 練椎芽細胞の 増殖
と コ ラ ー ゲ ン や エ ラ ス テ ン な どの 問質成分の 合成 を促
進す る と い う こ とが 示 され て い る1 1ト 川 ． この よ う な こ
と か ら， 硬癌問質の 成因は， 問質細胞 く線維芽細胞う
が癌細胞 か ら何ら か の 刺激 を受 け， その 結果 と して過
剰の コ ラ ー ゲ ン や エ ラス チ ン を産 生 する よう に な る こ
とで あ ろう と推定され て い る．
今 臥 抗コ ラ ー ゲ ン 抗体 と抗ラ ミ ニ ン 抗体 を用 い て
螢光抗体法に よ り そ の 局在を調べ た 結果， 正 常乳腺組
織 で は， 工型 お よ び1Il塾 コ ラ
ー ゲ ン は小葉間の 線推性
結合組織 に び ま ん性に 分布 し， 1V 型コ ラ ー ゲ ン は ラ ミ
ニ ン5 51と とも に 基底膜 に局在 して い た． V 型コ ラ ー ゲ
ン は小葉内の 粗 な問質に わずか に 認 めら れ た． 乳腺症
や 線維腺腫 に お け る型 別コ ラ ー ゲ ン とラ ミ ニ ン の 分布
は， 基本的 に は ， 正 常乳腺 に お け る分布と ほ ぼ同様 で
あ っ た ． 正 常乳腺 お よび 良性乳腺病変で は， 生 化学的
に も 免疫組織化学的に も V 塾コ ラ ー ゲ ン は ごくわ ずか
しか 認 め られ ない こ と が報告され て お り71， 今回 の 成
績 も それ に 一 致す る も の で あ っ た ．
乳癌 11例を同様 に検索 した結果， 正 常乳腺や良性乳
腺病変 に 比 較し て い く つ か の 特徴が み ら れた ． ま ず第
一 に ， 工V 塾コ ラ
ー ゲ ン と ラ ミ ニ ン は癌細胞巣辺緑の 基
底膜に 相当す る部分に 沿 っ て線状 に 分布 して い た が，
痛が 問質に 浸 潤 して い る よう な と こ ろ で はそ の 連続性
が途切れ て い た こ と で ある． こ の よ う な基底膜の 断裂
は これ まで に も 報告され て お り5 7ト 抑 ， 癌細胞 が分泌す
る酵素 に よ っ て 基底膜が分解さ れ る た め と考え られ て
い る6り
一 叫
第二 の 特徴 は V 型コ ラ ー ゲ ン の 分布で あ る． V 型コ
ラ ー ゲ ン は正 常乳腺組織や良性乳腺病変 に は ごく わず
か し か認 め ら れ な い の に 対し て， 乳癌の 場合， 特 に 硬
癌 で は か な り び まん 性に 出現 す る こ と で あ る． ま た，
硬癌の 問質の 中で も太 い 線維の 辺 緑 に よ り強い 染色性
を示 して い た ． こ の よ う な硬癌 に お ける V 塾コ ラ ー ゲ
ン の 増量 は Ba rsky ら7恨 よ っ て， ま た， 肺 の 疲痕癌
8柳
に お い て も 報告 さ れ て い る 所で あ る． 一 方， 動脈硬
化6 SI 抑 ， 肥大性癖痕671， 熱傷肉芽組織6 81 細， 肺線推症
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な どの 悪 性腫 瘍以 外に 線推化 をき たす 病変部に お い て
も， V 型コ ラ ー ゲ ン が増加す る こ とが 知ら れて い る．
V 型コ ラ ー ゲ ン は ダガ びZわり で 周期性をも っ た細線維 を
形成 し， か つ ， 1 型コ ラ ー ゲ ン の 共存下で ト型コ ラ ー
ゲ ン と の 間 に hybrid fibr l を形成す る こ とが 証明 さ
れ て い る71閥
．
した が っ て ， V 型コ ラ
ー ゲ ン は 悪 性腫
瘍，特 に 硬癌 の 問質に 特異的 に 出現す るも の で は なく，
進行性の 線維化の 過程 に 深 く関与する コ ラ ー ゲ ン で あ
る こ とが 示 唆され る．
第三 の 特徴は， 硬癌 に お い てIV型 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ
ニ ン が， 一 部癌細胞と は無関係 に 太い 線推 の 辺 緑 に
沿 っ て線 状あ る い は小斑 状 に 局在 し て い た こ と で あ
る． この よ う な基底膜成分の 異常分布は， 既に Nagai
ら1 1が 胃の 硬癌 に お い て観察 し硬癌の 特徴の 一 つ で あ
ろう と 主張 し てい る所見で ある が， そ の異常分布の 解
釈は難か し い ． こ の 異常分布 を示 す基 底膜成分 の 由来
と して ま ず考 えら れる の は， 浸潤 の速 い 癌細胞 に よ っ
て 形 成さ れ た基底膜が癌細胞の 遁走に よ りと り残さ れ
た も の で ある と い う可能性で ある． 次に ， こ れ は線維
化に 先立 っ て 新生 す る とさ れ る毛細血管の 基底膜の 遺
残 で あ る の か も しれ な い ． しか し， こ れ らと は別 の 考
え と して， こ の 異常基底膜成分は， 硬癌の問質に しば
しば出現す ると い われ る筋線維芽細胞の 基底膜様構造
を表わ して い る の かも しれ な い ． IV型 コ ラ ー ゲ ン と ラ
ミ ニ ン が 主 に 問質の 太 い 線維の辺 繚に 沿 っ て 局在 して
い た と い う今 回の 所見か ら考 える と， こ の 異常な 基底
膜成分 は硬癌問質の 筋線維芽細胞 に 由来す る とい う こ
とが最 も妥当の よう に 思 わ れ るが， 免疫電頗的手技に
よる証明 を待たね ば な らな い だ ろう．
硬癌問質の 形成機序に つ い て は，既 に 述べ た よ う に ，
癌細胞と 問質お よ び問質細胞と の 相互 作用 の 結果で あ
る とい う見 方が 強い 6 ト 1り． 今回の 螢光抗体法 に よ る染
色の 結果 ， コ ラ ー ゲ ン や ラ ミ ニ ン は癌細胞に は染ま ら
な か っ た ． 乳癌の 問質 に は 1 型お よ び1牲型 コ ラ ー ゲ ン
に加 え てV 塾コ ラ ー ゲ ン が染色さ れ， 特に 硬癌 の 問質
に よ り著明 な 染色性を示 した． ま た， V 型コ ラ ー ゲ ン
は硬癌問質の 太い 線推 の 辺 緑に 局在 して い た． 以上 の
所見 は， 硬 癌問質 が常在 す る 問質細胞の 過剰反 応 に
よ っ て 形成さ れ た もの で ある と い う考 えを支持し てい
る． 一 方， 基 底膜の 主 要成分で あるIV 型コ ラ ー ゲ ン と
ラ ミ ニ ンが 硬癌問質の 太 い 線推 の 辺緑 に線状 に 局在 し
て い た
． 硬癌の 問質 に 多い とさ れる筋線推芽細胞は，
電顕的 に は平滑筋細胞と線維芽細胞の 両者 の 特徴を あ
わ せ も っ た細胞で ， 細胞周囲 に基底膜様構造 を備 えて
い る6 珊 瑚 ． V型 コ ラ ー ゲ ン は わ7 め 0 で は平滑筋細胞
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の 周囲に 分布 し， 培養平滑筋細胞が 1型， 工I工型 コ ラ ー
ゲ ン の他に V型 コ ラ ー ゲ ン を産生す る こと が 示 され て
い る1 5I2別ので ， 筋線維芽細胞 もある条件下 で は V 型 コ
ラ ー ゲ ン を過剰に 産生し得る もの と思わ れ る． 以 上 の
こ と か ら， 硬癌の問質は， 癌細胞と問質の 線推芽細胞
お よ び筋線緯芽細胞との 間の相互作用の結果， 問質細
胞 に よ っ て主 に形成され た もの と 考え られ る．
結 論
正 常乳腺組織， 良性乳腺病変お よ び乳癌の問質に お
ける 墾別 コ ラ ー ゲ ン く王塑 ， m 塾， 工V 塾 お よび V型う
な らび に ラ ミ ニ ン の 分布を， 型特異的抗 コ ラ ー ゲ ン抗
体 と抗ラ ミ ニ ン 抗体 を用 い て螢光抗体法 に よ り観察
し， 硬癌の 問質の 成因を検討 した．
1 ． ヒ ト胎盤 から ペ プシ ン 消化 に て コ ラ ー ゲ ン を抽
出 し， 塩析法 に よ り工 型， H工型， 工V 塾お よび V型 コ ラ ー
ゲ ン を単離 した． つ い で， D E AE－ セ ル ロ ー ス クロ マ ト
グラ フ ィ ー に よ り精製 した． 各塾 コ ラ ー ゲ ン の純度 は
S DS．P A G E と細菌性 コ ラゲ ナ ー ゼ 消化試験 を併用 し
て確認 した ．
2 ． 型別 コ ラ ー ゲ ン を S D ラッ トに 免疫 して得 られ
た抗血清か ら， ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグラ フ ィ ー で型
特異的抗 コ ラ ー ゲ ン抗体を精製 した． 各抗体 の塾特異
性 は E LISA 法のinhibition te st によ り検定 した．
3 ． 正 常乳腺組織で は， 工型お よびII工型コ ラ ー ゲ ン
は主 に小葉間の問質に 分布 し， 王V型 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ
ニ ン は基底膜領域 に 限局して線状 に 局在 して い た． V
型 コ ラ ー ゲ ン は小葉内の粗な結合組織に わ ずか に 認 め
られ る のみ であ っ た ． 乳腺症お よ び線維腺脛 に お け る
塾別 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ ニ ン の 分布 も， 基本的 に は 同様
であ っ た ．
4 ． 乳癌 で は， 工型およ び凹 型 コ ラ ー ゲ ン は癌細胞
巣周囲の問質 に 分布 して い た． rV型 コ ラ ー ゲ ン と ラ ミ
ニ ン は癌細胞巣の基底膜 に相当す る部分 に ほぼ線状 に
存在す るが， 一 部で その連続性が途切 れ て い た． 一 九
硬痛の 問質では ， こ れ らの基底膜成分は太い 線推の 辺
繚 に沿 っ て局在 し， 癌細胞巣 と は無関係 で あ っ た ． V
型 コ ラ ー ゲン は問質 に びま ん性 に 分布 し， その染色性
は非硬癌に 比 べ て硬癌 に よ り著明で あ っ た ． ま た， 問
質の太 い 線維の辺緑の方が強い 染色性 を示 した．
5 ． 検索 した 全例 に おい て， 抗 コ ラ ー ゲ ン抗体 も抗
ラ ミ ニ ン 抗体も癌細胞 を含め た上 皮細胞 に は反応 しな
か っ た
．
以上 の所見か ら， 乳腺硬痛 の成因は主 と して 問質の
反応性増殖 に よ る もの で ， 工塾 お よび m型 コ ラ ー ゲ ン
に 加 えて V型 コ ラ ー ゲ ンが 密な線推性問質の形成 に 深
く関与 して い る こ とが 示唆さ れ た
．
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Eey w ordsこ br eas t， SCirrhous ca r cin o m a， COllage n， 1a minin ， im mu nofluor es ce nce．
A bstract
In orde rt oin v e stlgate the possible m e chanism of the fbr m ation ofthe Bbrous strom a of
SCirrho us c ar cinom a
，
the distribution of collage n ty pesI ， III， IVand V， andlaminin in br e ast
Car Cinom as w as s tudied， being com pa red with thatin u n afrtcted bre ast tiss ue and be nign bre ast
lesio n sin cluding m astopathy a nd nbroadenom a， by a nim m u nofluore sc e nt techniqu e uslng ty Peq
SpeCific a nti
－C Ollage n a ntibodies a nd m ono clonal anti－laminin a ntibody． In u nafrbcted brea st
tissue， ty peI and IIcollage ns w er ediffusely distributed in theinte rlobula rstrom a， a nd typeIV
C Ollagen a nd laminin w e re e x clusiv ely localiz ed in the basem e nt mem br a n e region ． Ty pe V
COllage n wasfaintly identi壬ied in the intr alobula r lo os e c on n e ctive tis s u e． T he distribution
Patter n Ofthe co11agen ty pes and laminin in be nign brea stlesions w as alm ost the s a me as thatin
un ah cted bre asttis sue． In carcino m a s ofthebre a s t， bothscir rhous a nd non－SCirrho us，ty PeIand
IIIcollagens w e re m可or com pon entsin the nbrous strom a whe re ty pe V co11agen was als o
rec ognized． It w as not ed that the nu ore sce n c eofty pe V collage nin s cir rho uscarcin om a wa s
mo reint ensethan thatin non －SCir rhous c arcin o ma． Ty peIV collage n and la minin delin e atedthe
bas e ment me mbr a n es of c arcino m a c ellne sts continuously or pa rtially disc o ntinu o u sly． In
ad dit on
，
in the strom a ofscir rhous c arcin o m a， ty PeIVc ollage n and laminin were pr e sentline arly
alongthe ma rgl n Ofthick bundle s ofc ollage nous 蔦be rs． Ca r cinom a ce11s w e r e not re active with
anti－COllage n antibodies n o rantiNla minin antibody． These 丘ndings suggested that ty pe V
C Ollagen， a S Well as ty peI andIIIc ollagen s， W aS in voIved in the fbr mation of the s trom a of
SCir rho us carcinom a as a re sult ofstro m al re a ction ．
